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精製時においては Protein A からの溶出条件として非常に低い pH へ変化させる必要があるため、
抗体の立体構造が変化し凝集する危険性に繋がっている(9,10)。そこで生産、精製工程において如
何に凝集体を取り除くか様々なアプローチがなされてきた。例えば抗体の抽出時の条件を比較的























































(1) Optical microscopic observation 















































本研究においてアミロイド様たんぱく質の検出に使用する化合物は Thioflavin T（以下 ThT）で
あり、図 2 にあるような構造式を有する。ThT はたん白質のβシート構造に対し特異的に結合す




Table .3. 原因たん白質とアミロイドーシス 文献 22 より引用 















    
 
 
Fig. 3. BMG LABTECH’s multidetection microplate reader FLUOstar Omega. 
Fig. 4. Kinetic plot showing the effect of Teflon beads on aggregation promotion of 
an antibody; (+) indicates presence of beads; (-) indicates the absence of beads. 
ThT=Thioflavin T. (Range set from cycle 4-40 to normalize for initial equilibration 









1-1,000 nm である。最近では、Dyna Plate Reader 


















                       
  
Fig. 5.  DLS 測定装置 
（Dyna Plate Reader）  




































リプシノーゲン溶液（pH 1.96, 2.27, 2.57, 3.02）
を用意し、各p H について5 回繰返し測定している。 

































異物ランク-: 検査員が約 5000 ルクスの明るさで観察したとき異物を認めない。 
異物ランク: 検査員が約 5000 ルクスの明るさで観察したとき、微小な異物と判断される少
数の浮遊物をかすかに認める。 
異物ランク+: 検査員が約 5000 ルクスの明るさで観察したとき、微小な異物と判断される少
数の浮遊物をわずかに認める。 
異物ランク++: 検査員が約 5000 ルクスの明るさで観察したとき、容易に検出される異物を認
めるが、約 1000 ルクスの明るさでたやすく検出される異物を認めない。 





濁りランク-: 検査員が約 5000 ルクスの明るさで観察したとき、濁りを認めない。 
濁りランク: 検査員が約 5000 ルクスの明るさで観察したとき、ごくわずかに濁りを認める。 
濁りランク+: 検査員が約 5000 ルクスの明るさで観察したとき、わずかに濁りを認める。 
濁りランク++: 検査員が約 5000 ルクスの明るさで観察したとき、容易に濁りを認める。 


















マーの形状が異なること、またこの違いは抗体の安定性に関連するのではないかと J Pharma Sci
（2011 年）にて発表している(27)。ジェネンテック社の Fesinmeyer 氏は温度や振動により誘発
される抗体の凝集に対するイオン強度の役割を、イーライリリー社の Sharma, D.K 氏は抗体の分
析手法として Micro-flow imaging(MFI)を使用し、その不溶性微粒子検出に対する有用性をそれ
ぞれ J Pharma Res (2009 年）、J Pharma Sci (2010 年)にて述べている(28,29)。アムジェン社の
Hari 氏は、低 pH における抗体の凝集性について、IgG1 と IgG2 を比較し DSC などを用い、2種類
の抗体の凝集性の違いは CH2 の安定性にあるのではないかと 2010 年 Biochemistry にて発表した
(30)。また、ジェネンテック社の Demeule 氏はトラスツズマブを用いて、処方の違いによる凝集























抗 DNP 抗体を取得した。次に、抗 DNP 抗体と市販抗体の配列を比較することで、凝集に関与す
ると考えられる軽鎖 CDR3 配列の長さに着目した。また再度免疫を実施することで凝集体含有量
の低い抗 DNP 抗体を取得し、得られた 2 種類の抗 DNP 抗体の相違点を軽鎖 CDR3 の長さに見
出した。凝集体形成の原因を検証するため、高い凝集率を示す抗 DNP 抗体について、軽鎖 CDR3
部位のアミノ酸欠損抗体の作成を行い、様々な凝集体分析評価を網羅的に実施した。凝集メカニ
ズムとアミノ酸配列の関係を探求するにあたり、得られた知見より、凝集体観察に汎用されてい
る SEC の課題を明らかにし、多様な手法を用いた相補的な分析の必要性・重要性を検討した。 













細胞培養培地：Enriched EX-CELL 325 (JRH Bioscience 社製) 
Protein A カラム精製：VL32×250LM MabSelect (Millipore 社製) 
SP カラム精製：SP-Sepharose 4FF (XK26×7.5cm, GE Healthcare 社製)。 
 
3.2. 結合活性測定 
DNP-BSA(30) (コスモバイオ；LG-0017)を 5μg/ml となるように 50mM Carbonate buffer で
希釈した。希釈した DNP-BSA 溶液を ELISA plate (Nunc MaxiSoap)に 50μl/well となるよう
分注し、37℃にて 1 時間インキュベートした。次に DNP-BSA 溶液を完全に捨て、TBS にて希釈
した Super Block Blocking Bufferを 200μｌ/wellとなるように添加し、一時間以上反応させた。
プレート上に固相化された DNP に対して、各種 DNP 抗体を反応させ複数回 wash 後、二次抗体
としてヒト Fcγを認識する抗体（HRP-conjugated F(ab’)2 of Rabbit Anti-Human IgG Specific 
for Gamma-Chains;DAKO）を 2000 倍希釈し反応させた。さらに複数回 Wash 後、基質
（TMB;DAKO）を 50μl/well にて分注し、暗所で発色させた。Stop Solution 添加後、プレート
リーダーを用いてデータを取得し、4 ウェルの結果を平均して値を求めた。 
 
3.3. ゲルろ過クロマトグラフィー（Size Exclusion Chromatography: SEC）による分析 
可溶性重合体や分解物などたん白質の分子サイズの変化の検出に SEC を用いた。分析カラムに
は TSKgel G3000SWXL（30 cm x 7.8 mm ID、東ソー株式会社）を使用した。移動相には 20 mM
Fig. 10. DNP の構造式 
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リン酸ナトリウムおよび 500 mM 塩化ナトリウムを含む溶液を pH 7.0 に調整し、0.45 m pore
フィルターを用いろ過し、脱気した後使用した。たん白質 20 g をインジェクションし、カラム
温度は室温、流量 0.5 mL/min、検出波長 215 nm、分析時間 30 分で分析を行った。 
 
3.4. ThT fluoresence による分析 
抗体のアミロイド様凝集についての評価を目的として Thioflavin T を用いた蛍光分光光度測定
を行った。分析は室温にて Jasco FP 6500 spectrofluorometer を用い、試料については 440nm
にて励起し、測定は 450nm-600nm の範囲で実施した。分析に供した抗体は 1mg/ml となるよう
PBS (25 M ThT 、50 mM glycine を含む pH 7.4)にて 3ml に希釈した。反応温度は 37℃、反
応時間は 60 分間とした。 
 
3.5. 分光光度計による分析 
抗 DNP 抗体の濁りは分光光度計を用い、濁度を示す 600 nm における吸光度を測定した。分
光光度計は Beckman Coulter 社製、紫外可視分光解析システム DU800 Spectrophotometer を使
用した。各抗体は 1mg / ml となるように PBS を用いて調整し、低温状態のまま分光光度計にて
濁度を測定した。抗体を 37℃に加温する場合は、温浴を用いて濁りの変化を観察した。本試験は
繰り返し 3 回実施した。 
 
3.6. 動的光散乱（Dynamic Light Scattering: DLS）による分析 
微粒子の粒度分布の測定には動的光散乱光度計（Malvern Instruments Ltd 社）を用いた。20C
条件下で、He-Ne レーザーを用い 173散乱光を測定し、光子相関法により微粒子の粒度分布を算
出した。検体はろ過などの前処理を行わずに測定を行った。本試験では、4℃および 37℃にて各
種 DNP 抗体の挙動変化を測定した。 
 
3.7. 示差走査熱量測定（Differential Scanning Calorimetry: DSC）による分析 
抗体の熱変性温度（Tm）を測定するため、DSC（MicroCal 社）を用いた。1 mg/mL の検体を
サンプルプレートに入れ、媒体をリファレンスとして測定を行った。測定温度は 20~100C で行











4.1. 抗 DNP 抗体の取得                                      
DNP-BSA をマウスに腹腔内注射し DNP に対する抗体を取得した。しかし、当初得られた抗
DNP 抗体(DNP1 WT)は 2 量体、3 量体などの凝集体含量が高いモノクローナル抗体であった。
抗 DNP 抗体は開発抗体の薬効や安全性を検討するために用いられるネガティブコントロール抗
体である。しかし、当初得られたような高い凝集率を示す抗 DNP 抗体(DNP1 WT)は、抗原性や
予期せぬ副作用を引き起こす可能性があるため、利用できない。しかしながら、当初の目的とし
ての役割は果たせないものの、非常に高い凝集率を示す抗 DNP 抗体(DNP1 WT)は、抗体の凝集
メカニズムの解明に活用できるのではないかと考えた。そこで、得られた抗 DNP 抗体(DNP1 WT)
と既に市販されている抗体のアミノ酸配列を比較検討した。既に市販されているヒュミラやアバ
スチンなど抗体医薬品における軽鎖 CDR3 配列の長さはほとんどが 9 アミノ酸残基である（中に
は 7 アミノ酸、8 アミノ酸のものもある）。さらに、現在開発中の抗体についても、軽鎖 CDR3
配列の長さはそのほとんどが 9 アミノ酸であった。興味深いことに今回取得された凝集体が多い
抗 DNP 抗体（DNP1 WT）は軽鎖 CDR3 が 11 アミノ酸もあり、市販抗体より 2 アミノ酸長い。 
そこで、抗 DNP 抗体（DNP1 WT）の高い凝集率には軽鎖 CDR3 の長さが関係するのではない
かと考えた(32)。 
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Fig. 11. Sequence alignment of light chains of commercial mAbs. The letters at the end of the mAb brand name are used to indicate its source. ‘u’ 
for human, ‘zu’ for humanized, ‘xi’ for chimeric, ‘o’ for mouse and ‘ov’ for sheep mAb. All cysteine amino acids are highlighted in green. The three 





























 Fig. 12. Sequence alignment of light chains of the twenty randomly selected non-commercial mAbs.  （文献３２より引用改変）
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  次に凝集率の低い抗体の取得を目的とし、再度マウスに DNP-BSA を腹腔内注射することとし
た。そこで得られた抗 DNP 抗体（DNP2 WT）は、目的通り低い凝集率を示す抗体であった。 
上述したような背景に基づき得られた 2 種類の抗 DNP 抗体は、軽鎖 CDR1 及び CDR2 は全く同
じ長さであった。しかし、これらの軽鎖 CDR3 部位の長さは下記の図 13 に示すように 2 アミノ
酸異なっていた。（下線部が軽鎖 CDR3 部位を示す）。 
 
DNP1 WT :  YCQQRSNWPPEITFG 




新たに取得された低い凝集率を示す抗 DNP 抗体（DNP2 WT）は、予想とおり市販抗体の軽鎖
CDR3 配列と同じ長さであった。これらの結果から抗 DNP 抗体（DNP1 WT）が示す高い凝集率
は、軽鎖 CDR3 の 2 アミノ酸の長さの違いが一因であると考えられた。これまで軽鎖 CDR3 の長





DNP1 WT  :  YCQQRSNWPPEITFG 
DNP1 ΔE :  YCQQYNSYPY-ITFG 
DNP1 ΔI :  YCQQYNSYPYE-TFG 






Fig. 13. 抗 DNP 抗体 CDR3 配列比較 


































   
 
 
4.3. ゲルろ過クロマトグラフィー（Size Exclusion Chromatography: SEC）による分析 
4.1 に記した各種変異体に関し、SEC を用い凝集体含有量の測定を実施した。凝集率が高いこ
とが既に分かっていた抗 DNP 抗体 1 には 2 量体、3 量体と思われる凝集体がおよそ 7％含まれて
いた。一方 DNP1-ΔI では、その凝集率は 4％程度にまで減少した。しかしながら DNP1-ΔE で
Fig. 15. 抗 DNP 抗体 mutant の DNP に対する結合 
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は CDR3 の長さが DNP1-ΔI と同じであるにも拘らず、凝集率は 14％と増加することが分かっ
た。また凝集率が少ない抗 DNP2 抗体と同じ CDR3 の長さを持つ DNP1-ΔEI では、ほぼ凝集体
率が 0％にまで低下した。以上より 1 アミノ酸欠損体は、欠損するアミノ酸によりその凝集体含
有率は異なるものの、2 アミノ酸欠損体である DNP1-ΔEI まで CDR3 を短くすると明らかな凝
集含有率の低下につながることが判明した。 
 




   
  
A. DNP1 WT ： YCQQRSNWPPEITFG
B. DNP1ΔE ： YCQQRSNWPP-ITFG
C. DNP1ΔI ： YCQQRSNWPPE-TFG
D. DNP1ΔEI： YCQQRSNWPP--TFG
Fig. 16. 抗 DNP 抗体 mutant の配列及び SEC による凝集体比較 
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4.4. ThT fluoresence による分析 









































          
 
 
その結果、DNP1-WT 抗体においてもアミロイド様たん白質に特徴的な 480nm 付近を最大と
する Emission が観察された。さらに DNP1-ΔE、DNP1-ΔI、DNP1-ΔEI についても同様の条
件にて試験を行った結果、DNP1-ΔE は DNP1-WT と比較し若干値が低く、一方 DNP1-ΔI は非
常に高い反応性を示した。また DNP1-ΔEI はネガティブコントロールとして使用した PBS とほ
ぼ同じ値を示すことがわかった。興味深いことに SEC とは異なり ThT を用いた観察では DNP1-
ΔI が DNP1-ΔE よりも、高い反応性を示した。また DNP1-ΔEI については SEC 同様ほぼ凝集
Fig. 17. 抗 DNP 抗体 mutant の ThT 強度測定 
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体が含まれないことを反映した非常に低い値が得られることが明らかとなった。本試験結果より、
DNP1-ΔI には SEC では測定できないほど巨大な凝集物が存在し、ThT に反応したのではないか
と予想し、さらに異なる評価系を用いた観察を実施した。 
 
4.5. 分光光度計による分析（抗 DNP 抗体および欠損体の濁度測定と温度変化） 
4 種類の抗 DNP 抗体を精製する過程において、DNP1-ΔI のみが白濁すること、さらに室温に




的に表すため、それぞれの抗体に対して、分光光度計を用い濁度を示す 600 nm における吸光度
を測定した。1mg / ml 濃度に全ての抗体を調整し低温状態のまま、分光光度計にて濁度を測定し
た結果、DNP1-WT、DNP1-ΔE、DNP1-ΔEI は、測定値がほぼ 0 であった。一方 DNP1-ΔI は
明確な濁りが観察され OD600値で 1.22 であった。また DNP1-ΔI は、図 18 に示すように 600 nm
における吸光度（OD600 値）のみならず、幅広い測定範囲（波長）においても高い値を示し、他
の抗体とは明らかに異なることが判明した。次に DNP1-ΔI を 37℃の温浴で暖めることによる、
濁りの変化を観察した。低温状態における DNP1-ΔI の濁度を測定した結果、平均値で OD600が
1.22 であった。その後、37℃に加温し、一分毎に濁度を測定した結果、僅か 5 分後には OD600が
0.04 となり速やかに濁りが消失した（図 19）。また、図 20 で示すように半減期を求めた結果、そ
の半減期は約１分と極めて短時間であることが分かった。さらに、その濁りが消失したサンプル
を on ice にて 15 分冷却することで、DNP1-ΔI は再び白濁し、OD600値が 1.18 となった。これ






































Fig. 19. 37℃加温による濁度の減少（抗 DNP1ΔI）
Table .5. 加温による濁度変化の平均値（実測値） 
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実測値    log(2)OD
回帰直線 log(2)OD
(min)
      
 
 

















Fig. 20. 37℃加温による濁度の減少と半減期（抗 DNP1ΔI） 
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4.6. 動的光散乱（Dynamic Light Scattering: DLS）による分析 
発生した濁りに関し、粒度分布を測定するため DLS を用い評価を行った。各種 DNP 抗体の分
布を以下に示した。 
A: DNP-WT      Red:  4 ℃
Green：37 ℃
 




C: DNP-ΔI       Red:  4 ℃
Green：37 ℃
 
D: DNP-ΔEI     Red:  4 ℃
Green：37 ℃
 
                
 
 
SEC は、10-20 nm 程度の大きさを持つと報告されている IgG monomer の測定や、それらが
2 量体や 3 量体なった抗体などを分析評価する系としては有効である。しかし、視認できるほど
巨大な凝集体の測定には、適していない。そこで各種抗体において、より大きな凝集体が含まれ
ているか否かを DLS 測定により検討した。温度により DNP1-ΔI の濁度が異なることから、4℃
および 37℃の 2 つの条件を用いて観測した。まず DNP1-WT を測定した結果、上述した IgG 
monomer の大きさとほぼ同じく、4℃において直径が 12nm の抗体を中心として存在することが
Fig. 21. 抗 DNP 抗体 mutant の DLS 測定
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分った。これは monomer の IgG の流体力学半径として妥当なものである。 
さらに含有量としては微量であるものの 70 nmという通常より大きい凝集体が存在することが
明らかとなった。またこの凝集体の含有率は 4℃と比較し 37℃ではわずかに 70 nm 前後の凝集体
含有率が低下するものの、顕著な変化は見られなかった。同様に DNP1-ΔE、DNP1-ΔEI につい
ても測定しそれぞれ 14 nm, 12 nm を示す抗体がメインピークであることが判明した。またそれ
ぞれ 4℃においては 540 nm, 185 nm の凝集体も微量であるが観察された。また 37℃における
DNP1-ΔE、DNP1-ΔEI について測定したところ、380 nm, 195 nm をメインとして、温度によ
り分布割合が変化することなく、これらは 37℃に加温した場合においても安定に存在することが
示された。さらに 4℃において視覚的に白濁する DNP1-ΔI についても同様の解析を行った。そ




Red    : DNP-WT
Green: DNP-ΔE
Blue   : DNP-ΔI
Black : DNP-ΔEI
Red    : DNP-WT
Green: DNP-ΔE




Fig. 22. 抗 DNP 抗体 mutant の DLS 測定（同一温度）
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Table. 6. 図中(Fig. 21.)に示されたピークの平均値と割合 
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4.7. 示差走査熱量測定（Differential Scanning Calorimetry: DSC）による分析 
前述したように DNP1-ΔI は温度によって凝集状態が大きく変化することから、他の変異体抗
体より熱安定性が低い可能性がある。そこで熱安定性に関する情報を得ることを目的とし、DSC

























 DNP1-WT, DNP1-ΔE, DNP1-ΔEI に関しては、およそ 70℃から 85℃の間にピーク
（transition）が 2 つ観察された。最初のピーク（Tm＝70 度付近）が二つ目のピーク（Tm＝83
度付近）より大きい現象は、アバスチンや murine IgG2a である anti-HIV-1 caspid protein p24 
monoclonal antibody CB4-1 などで観察されるパターンである(9,43)。最初のピークが大きいパタ
ーンでは、最初のピークは Fc の CH2 と Fab 由来のものが重なった結果であり、2 つ目のピーク
は Fc の CH3 配列由来のピークであると報告されている(43)。 
他の 3 種類の抗体とは異なり DNP1-ΔI は３つのピークを示し、新たにピークが 58.4℃に見ら
れた。さらに他の抗体と比較し 70℃で検出されるピーク強度が DNP1-ΔI においては小さいこと
 Fig. 23. 抗 DNP 抗体 mutant の DSC 測定
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が分かった。他の抗体と配列が異なるのは軽鎖 CDR3 のみであることから、この新しく出てきた
58℃のピークは Fab 由来のピークであり、イソロイシンを１つ欠損させることで Fab の安定性が
低下したと考えられる。またこの結果からDNP1-ΔIで観察された 70℃のピークはCH2であり、
他の抗体では Fab と CH2 由来のピークが重なり、１つになっていることが確認された。 
 
 
        Fig. 24. 抗 DNP 抗体 mutant の Tm 値比較（Tm2, Tm3:DSC） 
 
さらに DNP1-ΔEI では最初のピークにおいて Tm 値が DNP1-WT と比較して 3℃も上昇して










一方、DNP 抗体および３つの欠損体抗体の CH3 を反映するピークの温度（Tm3）に変化は見
られなかった。CH3 部位は抗体の構造の中で、最も Fab から離れた位置に存在している。したが
って Fab の変異による構造変化の影響を最も受けにくい部位であることが推察され、事実、実際
の試験結果においてもほとんど変化がないことが示された。 








































本結果より、DNP1-ΔI においては Fab の不安定性が凝集の形成に関与していることが判明した。
さらに DNP1-ΔEI が SEC、ThT のみならず、熱安定性の観点からも極めて安定であり、2 アミ
ノ酸除去することによる大幅な安定性の改善が示唆された。 
Fig. 25. 抗 DNP 抗体 1ΔI の DSC ピークと抗体の構造式 
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4.8. 顕微鏡による分析 




中には大きさ 50μm 程度に達する凝集体も観察された。ThT を用いた評価では DNP1-ΔI が高







ルを 37℃にて 10 分間加温することにより、この凝集体は
図 28 で示すように消失することが顕微鏡観察においても
確認できた。 
Fig. 26. The AFM image of β2-microglobulin 
amyloid fibrils.The scale bar represent 1μm.
文献 25 より引用. 
典型的なアミロイドの顕微鏡写真 
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Fig. 27. 抗 DNP 抗体 mutant の顕微鏡観察
Fig. 28. 抗 DNP1 抗体-ΔI の温度変化による影響（顕微鏡観察） 
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5. 考察 
私は凝集しやすい抗 DNP 抗体およびその変異体の凝集体解析のために、通常用いられる SEC









にして 9 であった。しかしながら、興味深いことに高い凝集体含有量を示す抗 DNP1 抗体の軽鎖
CDR3 の長さは 11 もあり、一般的な抗体に較べ 2 アミノ酸分長いことが判明した。 
 そこで、凝集体含有率の変化は CDR3 の長さが一因ではないかと予想し、再度 DNA-BSA をマ
ウスに腹腔内注射することにより、新たに抗 DNP 抗体（DNP 2 抗体）を取得した。その結果、
新たに取得した抗 DNP2 抗体は、当初取得した抗体に比べ凝集体含有率が低く、さらにその軽鎖
CDR3 の長さは、予想通りアミノ酸残基にして 9 であった。 
これらの事実を基に、私は高い凝集体含有率を示す抗 DNP 抗体（DNP1 抗体）を雛形として複
数の CDR3 アミノ酸欠損抗体の作成を行った。複数作成した抗 DNP 抗体変異体の中から、当初
の予想通り凝集体含有率が抑制されたものが見出され、特に DNP1-ΔEI は SEC 分析により 2 量
体、3 量体としての凝集体を全く含まないことが分かった。また ThT を用いた評価においても、
ほぼネガティブコントロールの PBS と同様の低い測定値を示し、そのアミロイド様たん白質とし
ての特性が消失した。また DNP1-ΔEI は DSC を用いた分析においても他の変異体や DNP1-WT
と比較し、高い Tm 値を示し、たん白質分子として熱に対して安定に存在することが分かった。
これらの結果から、軽鎖 CDR3 の長さを凝集体含有率がもともと低い抗 DNP 抗体と同一にした
DNP1-ΔEI は、DNP1-WT と比較し、凝集しにくく非常に安定な抗体であることが明らかとなっ
た。本試験結果より、抗 DNP1 抗体（DNP1-WT）に関しては CDR3 が長いことが物性に悪影響
を与えること、凝集体抑制の１つの手法として CDR3 の長さの調節が重要であることを示した。 




単純に CDR3 の長さだけが凝集体含有率の変化要因であれば、DNP1-ΔE と DNP1-ΔI は全て
の分析評価において、同様の傾向を示すはずである。しかし、グルタミン酸より疎水性が高いイ
ソロイシンを欠損させ作成した DNP1-ΔI は SEC においてオリゴマー率が減少し、親水性のグル
タミン酸を除いた欠損体 DNP1-ΔE では凝集率が増えた。この時点において、単純に CDR3 の長
さの違いだけが凝集体含有率に変化をもたらすものではないことが判明した。当初この SEC の結
果から DNP1-ΔE では、疎水性アミノ酸が不自然な形で露出していることが SEC で観察される
凝集体の形成に繋がっていると考えた。しかしながらアミロイド検出に用いられる ThT により、
これらの抗体を評価した結果、SEC と異なり DNP1-ΔI が DNP1-ΔE よりも高い値を示した。
さらに低温において巨大な凝集体を形成するのは DNP1-ΔI であった。  
 
 
       
 
 DLS を用いた観察では 37℃において、（低温では）DNP1-ΔI に含まれていた凝集体が完全に
消失することが分かった。さらに、DNP1-WT や DNP1-ΔE などに僅かに含まれる 100nm 程度
の大きさの凝集体は温度によってほとんどその含有量が変化しなかった。これらの結果から
DNP1-ΔI と DNP1-WT などで観察される大きな凝集体は結合様式、凝集様式が異なることが示
唆され、その凝集形式の変化が DNP1-ΔI に見られる巨大な凝集体形成に対して影響すると考え
られた。 
DSC の結果からは、DNP1-ΔI においてのみ新規のピークが検出され、そのピークは Fab の
熱に対する不安定性から生じたものであった。Fab の不安定性と巨大な凝集体形成には相関が示
されたが、なぜ DNP1-ΔEやDNP1-ΔIがこのような異なる挙動を示すのか、詳細は不明である。  









ーセプチンの凝集体は 1μm にも満たない小さなものである。一方、DNP1-ΔI はおよそ 50μm
にも達する巨大なものであった。 
凝集体は通常 SEC でモニターされることが多い。SEC は比較的簡便な系で、実績も高くさらに
2 量体や 3 量体などの分析やより小さな分解物の分析には優れている面がある。しかしながら、
今回の結果より、特に開発の初期においては、SEC のみならず、新たに DLS などの多面的なモ
ニターが必要になるだろう。またその分析手法のひとつとして microplate reader でも測定可能
な ThT はその簡便さから、凝集する可能性がある抗体の検出に対して極めて有効であろう。 
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